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論文内容要旨
 マウス赤白血病(MEL)細胞は赤芽球系の腫瘍細胞であるが,培地中にジメチルスルホキシ
 ド(DMSO)を添加することにより分化し,ヘモグロビンをはじめとする分化マーカーが発現す
 る細胞であり,細胞分化という現象を解析する上で良いモデル系となる。MEL細胞の分化に先
 立ち,がん遺伝子。-mycの発現量が減少するということ,また。-mycを遺伝子導入し過剰に発現
 させたMEL細胞は分化しなくなるということが知られている。このことから。-mycはMEL細
 胞の分化に対し阻害的に作用することにより,生体内における分化制御因子の1つとして機能す
 るものと考えられる。したがって。-mycによる分化阻害機構を解析することは,細胞分化という
 現象を分子レベルで理解する上で重要である。
 そこでまず私は,MEL細胞の分化阻害に関与する。-mycタンパク(c-Myc)の機能ドメイン
 を決定することにした。野生型ヒト。-myc遺伝子およびコード領域に欠失変異を与えた11種の
 変異。-mycを発現ベクターpSVneoHMTのヒトメタロチオネイン∬^(HMT)プロモーターの
 下流に挿入し,これらのプラスミドをプロトプラスト融合法によりMEL細胞に導入して,1種
 のプラスミドにつき12～24クローンの独立して安定な形質転換株を得た。導入した遺伝子は重金
 属イオンで誘導可能なHMTプロモーターの制御下にあるので,培地にZnC1,を添加することに
 より発現させることができる。こうして作成した形質転換株をそれぞれDMSOで分化誘導する
 と共にZnCl、を添加して,導入遺伝子の分化に対する影響をみた。分化した細胞はベンチジンで
 ヘモグロビン!を染色することにより確認した。その結果,アミノ酸番号で106～143番と325～C
 末端までの2っの領域内に,一部でも欠失のある遺伝子が導入された形質転換株は,どのクロー
 ンも分化が阻害されなかった。この領域の欠失により,野生型。-Mycのもつ分化阻害活性が消
 失することから,分化阻害に関与する機能ドメインはアミノ酸番号で106～143番と325～C末端
 までの2つの領域であると結論づけることができる。
 次に,分化の決定(コミットメント)に対する。-myc及び欠失変異。-mycの作用を調べた。
 未分化な細胞が分化する際には,まず「分化をする」という決定がなされ,その上で分化のプロ
 グラムに従って分化マーカー遺伝子が発現し,結果として細胞は分化形質を呈することになる。
 このように細胞分化は複数の段階からなる現象であり,その最初のステップが分化の決定,即ち
 コミットメントなのである。MEL細胞においては,DMSOで分化誘導後コミットメントを経る
 と,もはやDMSOがなくても分化のプログラムは進行していく。したがって,DMSOで分化誘
 導後ある期間を経た細胞をDMSOを含まない半流動培地に移し,2日間培養後に出現してくる
 分化したコロニーの割合が,半流動培地に移した時点でのコミットメントの頻度に他ならない。
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 そこで先に作成した形質転換株のうち,イムノブロットで導入遺伝子の強い発現が確認された代
 表的なクローンを選び出し,これらのコミットメントの頻度を経日的に調べた。その結果,野生
 型。-mycおよびアミノ酸番号で93～103番を欠失した変異。-mycを導入したクローンでは,分化
 誘導時にZnC1,を添加することによりコミットメントの頻度が低下した。しかしながら,その他
 の領域を欠いた欠失変異。-myc導入株ではその発現の有無に拘らずコミットメントの頻度には
 何の影響もみられなかった。よって。-MycはMEL細胞のコミットメントを阻害し,その機能ド
 メインはアミノ酸番号でN末端～92番と104～C末端という,ほぼ全長に渡ることが明らかとなっ
 た。このドメインは先に決定した分化阻害に関与する機能ドメインとは異なっている。この事実
 は。-MycがMEL細胞分化において,コミットメントのみならず,その後の過程に対しても阻害
 的に働き,さらにそのメカニズムも前者と後者とでは異なっていることを意味するものである。
 現在。-MycはC末側に二量体形成および塩基配列特異的DNA結合ドメインをもっことが知
 られており,その領域はちょうど分化阻害に関与する2ケ所のドメインのうちC末側のものに一
 致する。このことカ)ら。-Mycによる後半の,即ちコミットメント以降の阻害は,c-Mycがこの領
 域を介してホモ二量体またはヘテロ二量体を形成し,ある種の遺伝子に対して転写制御因子とし
 て作用することに起因すると考えられる。一方,コミットメントの阻害機構には。-Mycによる
 転写制御が含まれるであろうが,コミットメント阻害に関与する機能ドメインがより広範である
 ことから考えて,他のタンパクとのより大きな複合体の形成が関与しているものと推測される。
 以上のように,本論文は今まで分からなかった。-Mycによる分化阻害機構を,大まかながらも
 分子レベルでとらえることに寄与するものと考えられる。
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 審査結果の要旨
 血球の分化。増殖の制御機構を解明することは,貧血や白血病の発症と治療など医学上重要で
 ある。大森泰文君は,マウス赤白血病(MEL)細胞の分化誘導系をモデルとして,血球分化増殖
 制御における。-myc癌遺伝子の機能を解析した。
 MEL細胞で。-mycを過剰発現させると,分化を阻害することから,c-mycは血球の増殖・
 分化の制御因子と考えられる。そこで大森君は,MEL細胞の分化阻害に関与する。-myc蛋白
 (c-Myc)の機能ドメインを決定すべく,野生型及びコード領域に欠失変異をもつ11種の。-myc
 変異遺伝子をMEL細胞に導入し,多数の安定な形質形転株を作製し,その分化に及ぼす効果を
 解析した。その結果,c-Mycのアミノ酸番号で!06～i43と,325からC末端までの領域内に一部
 でも欠失のある遺伝子が導入された形質転換株では,どのクローンでも分化の阻害が認められ,
 この領域がMEL細胞分化の阻割こ関与することが分った。このうち,C末端側のドメインは,
 蛋白二量体を形成しDNAへの塩基特異的結合に関与するbasicregion,helix-loop-heiix,leucine
 zipperの領域に相当しており,このことから。-Mycはホモダイマーまたはヘテロダイマーを形
 成し,転写制御をすることにより,分化を阻害するものと推論された。
 MEL細胞の分化は,分化の初期段階の決定(コミットメント)と,分化形質を発現する末端
 分化とに分けて考えることができるが,大森君は,このコミットメントと末端分化の両者に及ぼ
 す。-myc変異遺伝子の効果を調べた。その結果,興味深いことに,コミットメントを阻害する
 。-Mycの機能ドメインはほぼ全域にわたり,先に調べた分化(末端分化)のドメインが限定され
 ていることと著しい相違があることが分った。このことから,c-Mycは,血液細胞の増殖・分化
 の制御において,分化決定の段階,並びに末端分化の段階に独立したドメインによって制御して
 いることが分った。
 このように,大森泰文君は,c-myc癌遺伝子の機能について,血液細胞分化。増殖の制御に関
 わる新しい機能を発見し,その機能の細胞生物学的・分子生物学的理解に重要な知見を示してお
 り,医学博士の学位を授与するにふさわしいものと考える。
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